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Prufungsantrag gem. % 44 PatG ist gestellt 

© Verfahren zur Analyse von Langenpolymorphismen in DNA-Bereichen 

Beschrieben wird ein Verfahren zur Analyse von Langen- 
polymorphismen in DNA-Bereichen, bei dem man folgende 
Schritte durchfuhrt: 

(a) Anlagerung von mindestems etnem Primer-Paar an die zu 
analysierende DNA, wobei jeweils eines der Molekule des 
Primer-Paares im wesentlichen komplementar ist zu einem 
der komplementaren Strange der 5*- bzw. 3'-Flanke einer 
simplen oder kryptisch simplen DNA-Sequenz, und die An- 
lagerung in solcher Orientierung erfolgt. da& die bei einer 
Primergesteuarten Polymerisationsreaktion mit jeweils ei- 
nem det beiden Primer gewonnenen Syntheseprodukte 
nach einer Oenaturierung als Matrize zur Anlagerung des 
jeweils anderen Primers dienenkdnnen; 

(b) Primer-gesteuerte Polymerasekettenreaktion; und 

— (c) AjftMnnung und Analyse der Polymerasekettenreak- 
tf tonsproc'ukte. 
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Beschrcibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Analyse von 
Langenpolymorphismen in DNA-Bercichen. 

Alle bekannten Ver'ahren zur Bestimmung von 
DNA-Langenpolymorphismcn beruhen auf der Ver- 
wendung von Rpstriktionsendonucleasen. Dabei wer* 
den spezilische L»i A-Fragmente hergestellt, die an- 
schlieBend mit Hybndisierungsverfahren nachgewiesen 
werden* Mit diesen Verfahren werden entweder Lan- 
genvariationen nachgewiesen, die zwischen den ent- 
sprechenden Erkennungsstellen fur RestriktionsenHo- 
nucleasen entstanden sind, oder Langenvariationen, die 
aufgrund des Fehlens bestimmter Restriktionsspaltstel- 
len entstanden sind. Das erstgenannte Verfahren macht 
sich die LSngenvai iation in sogenannten Minisatelhten* 
bereichen (3, 4) bzw. in Bereichen mit spezifischen sim- 
pien DNA-Sequenzen (5) zunutze. Das zweite Verfah- 
ren, bei dem Restriktionslangenpolymorphismen 
(RFLP) nachgewiesen werden, ist nur in speziellen, em* 
pirisch gefundenen Faiien anwendbar und ist im wesent* 
lichen nur sinnvoll einsetzbar bei der Analyse von gene* 
tischen Krankheiten. 

Der Nachteil der beiden bekannten Verfahren be- 
steht darin, daO eine Hybridisierungsreaktion durchge- 
fuhrt werden muB. urn die langenpolymorphen Bereiche 
sichtbar zu machen. Dadurch werden die Verfahren 
zeitaufwendig und teuer. Weiterhin erlaubt eine einzel- 
ne Analyse mit den bisherigen Verfahren in der Regel 
keine ausreichend abgesicherte Aussage. so daB zusatz- 
lich noch eine zweite, unabhangige Analyse erforderlich 
wird. Deshalb eienen sich diese Verfahren nicht sehr sut 
fur Reihenuntersuchungen und Routinetests. AuBerdem 
sind die beschriebenen Verfahren nicht zur Automati- 
sierunggeeignet. 

Somit liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde. em 
Verfahren zur Analyse von Langenpolymorphismen in 
DNA-Bereichen bereitzustellen. das hochempfindlich 
ist. bei germgem Zeitaufwand zuverlassige Ergebnisse 
liefert, auch fur Reihenuntersuchungen und Routine- 
tests geeignet ist, und gegebenenfalts auch automatisch 
durchgefuhrt werden kann. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch die Be- 
reitstellung eines Verfahrens zur Analyse von Langen- 
polymorphismen in DNA-Bereichen gelost. bei dem 
man folgende Schrittedurchfuhrt: 

(a) Anlagerung von mindestens einem Primer-Paar 
an die zu analysierende DNA, wobei jeweils eines 
der Molekule des Primer-Paares im wesentlichen 
komplementar ist zu einem der komplementaren 
Strange der 5'- bzw. 3'-Flanke einer simplen oder 
kryptisch simplen DNA-Sequenz. und die Anlage- 
rung in solcher Orientierung erfolgt, daB die bei 
einer Primer-gesteuerten Polymerisationsreaktion 
mil jeweils einem der beiden Primer gewonnencn 
Syntheseprodukte nach einer Denaturierung als 
Matnze zur Anlagerung des jeweils andercn Pri- 
mers dienen konnen; 

(bj Primer-gesteucrtc Polymerasekettenreaktion; 
und 

(c; Auftrcnnung und Analyse der PuUmeraseket- 
tenreaktionsprodukte. 

Die Primer gesteuerte Ketienreaktion ist als solche 
ajs der KP-A2 02 00 362 (1) und aus (2) bekarint. Dabei 
hande'.t es sich urn ein Verfahren /ur Amptifikaiion spe- 
zifischer DN A-F-agmente. bei dem eine PCR (Polyme- 



rase Chain Reaction) durchgefuhrt wird. Die spezifische 
Amplifikation wird bei dicsem Verfahren durch die Ver- 
wendung von Oligonucleotid-Primern erzielt. die das 
Zielmolekul antiparallel flankieren. Dadurch werden bei 
5 einer matrizenabhangigen Verlangerung der Primer 
durch eine Polymerase DNA-Fragmente gebildet, die 
selbst wieder als Matrizen fiir einen erneuten Zyklus zur 
Verfugung stehen. Die DNA-Synthese wird durch Hit- 
zedenaturierung des Ausgangsmolekuls, Anlagerung 

io der entsprechenden Primer und durch Kettenverlange- 
rung mit einer Polymerase eingeleitet. Durch eine er- 
neute Hitzedenaturierung wird der nachste Zyklus be- 
gonnen. Der spezifisch amplifiziertc Bereich wachst da- 
durch in exponemieller Weise und es wird schlieBlich 

is ein durch normale Gelelektrophorese nachweisbares 
Fragment gebildet. Die Lange dieses Fragments wird 
durch die 5'-Endcn der Primer und den dazwischenlie- 
jjenden BereiclTbestimnu. Die Venvendung von ther- 
mostabilen Synthesekomponenten erlaubt es, das Ver- 

20 fahren durch einfache und leicht automatisierbare Erhit- 
zungs- und Kuhlungszyklen zu steuern. 

Unter der "amiparallelen Flankierung" des Zielmole- 
kiils durch Oligonucleotid-Primer versteht man die An- 
lagerung je eines der beiden Primer eines Primer- Paa- 

25 res an einen der komplementaren Strange des Zielmole- 
kuls, so daB die 3'-Enden des Primer-Paares zueinar.dcr 
zeigen. 

Simple und kryptisch simple DNA-Sequenzen sind 
repetitive Bestandteile von alien eukaryontischen Ge- 

30 nomen, die teilweise auch in prokaryontischen Genom- 
en(6-9) vorkommen. Dabei umfassen simple DNA-Se- 
quenzen kurze DNA-Motive, die mindestens ein Nu- 
cleotid und hochstens etwa 6 bis 10 Nucleotide enthal- 
ten und dutzend- bis etwa hunderlmal tandemartig wie- 

35 derhott sind. Diese simplen DNA-Sequenzen sind durch 
Hybridisierung mit synthetischen DNA-Sequenzen und 
durch direkte Sequenzierung in alien bisher analysierten 
eukaryontischen Genomen und auch im menschlichen 
Genom gefunden worden (8, 10). Vermutlich kommcn 

40 darin alle moglichen Permutationen von kurzen Moti- 
ven mit unterschiedticher Haufigkeit vor (9). Kryptisch 
simple DNA-Sequenzen zeichnen sich durch eine uber 
zufallig haufige, aber unregelmaBige direkte Wiederho- 
lung von kurzen DNA-Motiven aus (9). Kryptisch sim- 

45 pie DNA-Sequenzen werden in der Regel nur indirekt 
mit einem entsprechenden Computerprogramm in be- 
reits sequenzrrten DNA-Bereichen gefunden. Sie tre- 
ten jedoch mindestens ebenso haufig oder sogar noch 
haufiger auf. wie simple DNA-Sequenzen. 

50 Die simplen und kryptisch simplen DNA-Sequenzen 
diirften durch genomische Mechanismen entstanden 
sein. die eine Tendenz haben. bereits existierende kurze 
Verdopplungen von beliebigen DNA-Sequenzmotiven 
nochmals zu verdoppeln oder in beliebigen DNA-Se- 

55 quenzmotiven langere Bereiche von bereits bestehen- 
den simplen oder kryptisch simplen DNA-Sequenzen 
leilweise zu deletieren (8-10). Daher ist davon auszu- 
eehen. daB d'ese Bereiche in der Regel langenpoly- 
niorph sind. Auf diesem Langenpolymorphismus bcruht 

m> das crfindungsgcmaQe Verfahren. 

Fiir das crfindungsgemaBe Verfahren gecigncte sim- 
ple oder kryptisch simple DN A-Sequcnzcn konnen mit 
oder ohne Hilfe eines Computerprogramms in bereits 
bekannten DNA-Sequenzen gefunden werden (9). Ge- 
^ ei-met ist eine simple oder kryptisch simple DNA-Se- 
quenz dann. wenn sie eine Lange von ca. 20 bis 300 
Nucleoiiden besii/.t.und von Zufallssequenzen, also von 
DNA-Sequenzen ohne interne Wicderholungen flan- 
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kiert wird. Aus dem Bereich der flankierenden DN A-Se- 
qucnzen ohne interne Sequenzwiederholungcn werden 
dann Stilcke ausgewahlt. zu denen geeignete komple- 
mentare. synthetische Oligonucleotide hergestellt wer- 
den. Geeignet ist ein Oligonucleotid fiir diesen Zweck 
dann. wenn seine Nucleotidzusammensetzung und seine 
Nucleotidabfolge mil hoher Wahrscheinlichkeit nur ein- 
mal im zu untersuchenden O^om vorkommt und somit 
spezifisch fur den individuell i.u analysierenden DNA- 
Bereich ist 

Vorzugsweise werden im erfindungsgemaBen Ver- 
fahren Primer-Paare verwendet deren einzelne Mole- 
kQle in einem Abstand von 50 bis 500 Nucleotiden von- 
einander an den zu untersuchenden DN A-Bereich ange- 
lagert werden, diesen also sozusagen im angegebenen 
Abstand umsprnnen. Dabei wird der zu untersuchende 
DN A-Bereich von den angelagerten Molekulen des Pri- 
mer-Paares umgeben. 

Vorzugsweise werden bci dem erfindungsgemaBen 
Verfahren zwei Primer-Paare eingesetzt. In einer be- 
sonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden 2 bis 50 
Primer-Paare eingesetzt. 

Vorzugsweise haben die beim erfindungsgemaBen 
Verfahren verwendeten Primer eine Unge von 15 bis 
25 Nucleotiden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens werden bei der Verwendung 
mehrerer Primer-Paare die einzelnen Primer-Paare so 
ausgewahlt, daB die entsprechenden apezifischen Poly- 
merase- Kettenreaktionsprodukte der einzelnen Primer- 
Paare auf einem geeigneten Gel in einzelne Banden 
auftrennbarsind. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt der Nachweis 
der spezifischen Polymerasekettenreaktionsprodukte 
durch radioaktive Markierung oder durch nicht-radio- 
aktive Markierung, z.B. mil Fluoreszenzfarbstoffen. 

Die Markierung der Oligonucleotid- Paare kann ra- 
dioaktiv oder wie in (12) beschrieben, mit einem fluores- 
zierenden Farbstoff durchgefuhn werden. 

Ferner sind Bestecke (Kits), mit dene.i sich das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren durchfuhren laBt Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung. Die darin enthaltenen Pri- 
mer sind gegebenenfalls radioaktiv, z.B mit 35 S oder ,4 C. 
oder fluoreszenzmarkiert. 

Die beim erfindungsgemaBen Verfahren erhaltenen 
Syntheseprodukte lassen sich mit hochauflosenden Gel- 
systemen, wie ublichen Sequenzierungsgelen, auftren- 
nen. Dabei kann auch die Lange der Syntheseprodukte 
bestimmi werden. Polymorphismen, die durch Insertio- 
nen oder Deletionen einzelner oder mehrerer Motive 
der simplen oder kryptisch simplen DNA-Sequenz ge- 
bildet werden. sind durch eine geanderte Position der 
Syntheseprodukte im Gel erkennbar. Bci geeigneter 
Auswahl der Primer-Paare lassen sich bei einem geeig- 
neten Auflosungsvermogen des Gelsystems ca. 20 bis 50 
unabhangige polymorphe Bereiche gleichzeitig untersu- 
chen. Sorr.it laBt sich die Identitat eines Individuums 
aufpn.nd der individuellen Kombination von Langen- 
ver;e;!ungen der erhaltenen Syntheseprodukte zuver- 
lassigfeststellen. 

Falls keine geeigneten simplen oder kryptisch sim- 
plen DNA-Sequenzen in den zu untersuchenden DNA- 
Bereichen bekannt sind, lassen sich diese wie folgt iden- 
tifizicren. 

Eine zu untersuchende genomische DNA wird einer 
partiellen Restriktionsspaltung unterworfen. Dabei 
werden Restriktionsenzyme verwendet, die ublicher- 



weise nichl in simplen oder kryptisch simplen DNA-Se- 
quenzen spalten. Die erhaltenen DNA-Fragmente wer- 
den in einem geeigneten Vektor, z.B. in lambda-Phagen- 
Derivaten oder in M13-Phagen cloniert und sodann in 
5 iiblicher Weise durch Hybridisierung auf simple oder 
kryptisch simple DNA-Sequenzen abgesucht; vgl. (11). 
Die verwendeten Sondenmolekule sind synthetische 
DNA-Molekiile, die verschiedene Permutationen von 
simplen oder kryptisch simplen DNA-Sequenzen ent- 
io halten. Auf diese Weise lassen sich hybridisierende Pla- 
ques identifizieren. Sodann kann die darin enthaltene 
rekombinante DNA isoliert und durch Sequenzierung 
charakterisiert werden. Die so erhaltene DNA-Sequenz 
laBt sich dann auf fur das erfindungsgemaBe Testverfah- 
15 ren geeignete DNA-Sequenzen absuchen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wurde mit Droso- 
phila-DNA als Modellsystem ausgefiihrt Da jedoch 
simple und kryptische simple DNA-Sequenzen in alien 
eukaryontischen Genomen und teilweise auch in proka- 
20 ryontischen Genomen vorkommen, ist davon auszuge- 
hen, daB die im Drosophila- Modellsystem erzielten Er- 
gebnisse auch bei der Untersuchung anderer Genome, 
insbesondere bei der Untersuchung des menschlichen 
Genoms erzielt wei den kdnnen. 
25 Somit ist das erfindungsgemaBe Verfahren fiir die 
Identitats- und Verwandtschaftsbestimmung von Or- 
ganismen, beispielsweise von Menschen geeignet. 

Beim Menschen lassen sich Vaterschaftstests und fo- 
i ensische Tests zur Ideniitatsbestimmung von Strafta- 
30 tern mit dem erfindungsgemaBen Verfahren durchfuh- 
ren. 

Neben der Identitatsbestimmung fur Individuen ist 
das Verfahren auch geeignet, den Vererbungsgang fiir 
genetische Krankheiten zu bestimmen, fur die der Locus 
35 bekannt und sequenziert ist Dazu werden eine oder 
mehrere simple oder kryptisch simple Sequenzen ausge- 
wahlt, die im oder in der Nahe .des zu analysierenden 
Locus liegen. Das spezifische Langenmuster dieser Be- 
reiche wird mit dem mutierten Locus korreliert, so wie 
40 dies mit herkommlichen RFLP-Markern iiblich ist; vgl. 
(14). Mit dieser Information kann dann bei den betroffe- 
nen Familien eine genetische Beratung bzw. eine prana- 
tale Diagnose durchgefuhrt werden und zwar in analo- 
ger Weise, wie es fur RFLP-Marker iiblich ist Der Ein- 
45 satz des erfindungsgemaBen Verfahrens zu diesem 
Zweck ist vor allem deswegen sinnvoll, weil es sich auf 
DNA-Bereiche stiitzt die mit einer vorhersagbaren 
Wahrscheinlichkeit polymorph sind. wahrend die RFLP- 
Analyse auf zufallig gefundene Variationen angewiesen 
50 ist, die oft weit von dem Locus selbst entfernt liegen, 
was die Diagnosesicherheit herabsetzt 

Ferner ist das erfindungsgemaBe Verfahren zur Be- 
slimmung von Polyniurphismen in Minpien oder kryp- 
tisch simplen DNA-Sequenzen von Tieren und Pflanzen 
55 geeignet. Daher kdnnen in der Tierzucht. z.B. bei Pfer- 
den, Hunden oder Rindern, die Verwandtschaftsverhalt- 
nisse zu hochwertigen Zuchtindividuen zuverlassig 
nachgewiesen werden. 

Zusammenfassend liegt also der Vorteil des erfin- 
b o dungsgemaBen Verfahrens gegenuber den bisher be- 
kannten Verfahren in seiner breiten Anwendbarkeit. 
schnellen Durchfiihrbarkeit und in seiner hohen Emp- 
findlichkeit. Der im erfindungsgemaBen Verfahren 
durchgefuhrte Amplifikationsschritt fiir die langenpoiy- 
b 5 morphen simplen oder kryptisch simplen DNA-Sequen- 
zen macht einen unabhangigen Nachweisschritt, wie ei- 
ne nachfolgende Hybridisierungsreaktion, uberfliissig. 
Dadurch eignet sich das erfindungsgemaBe Verfahren 
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besonders gut zur Automatisierung und fur Routine- 
tests und Reihenun.ersuchungen. 
Die Figurenzeigen: 

Fig. t Hybridisierung einer Genbank mit einer sim- 
plen DNA-Sequenz als SondenmolekOl. 5 
Auf einer 12 x 12 cm groBen Ptatte wurden ca. 20 000 
vereinzelte Phagenclone ausplattiert und mit einem 
SondenmolekOl hybridisic^, das die simple Trinucleo- 
tidsequenz CAG/CTG enthalt Dabei werden etwa 300 
bis 400 positive Signale erhalten. Die positiven Signale io 
sind als Schwarzung erkennbar. 

Fig. 2 Sequenz des in Beispiel 2 auf Polymorphismus 
getesteten Bereichs. 

Die Bereiche. zu denen komplementare Oligonucleo- 
tide synthetisiert wurden, sind mit einer Wellenlinie un- 15 
terstrichen. Der Bereich Her simplen DNA-Sequenz ist 
mit einer Doppellinie unterstrichen. Die direkte Wieder- 
holung von 8 Nucleotiden ist mit zwei Pfeilen gekenn- 
zeichneL Die Haelll-Spaltstelle ist kursiv markiert 

Fig. 3 Analyse der Langenvariationen in 1 1 Witdtyp- 20 
stammen von Drosophila. 

Die mittels PCR ampiifizierten und mit Haelll gespalte- 
nen DNA-Sequenzen sind in den Bahnen 1 bis tl aufge- 
tragen. Rechts ist eine Sequenzierungsreaktion aufge- 
tragen, die als Ungenmarker dient Die Position der 25 
erwarteten Fragmente ist links mit Pfeilen markiert Die 
Positionen der zusatziich beobachteten Fragmentklas- 
sen ist mit Strichen markiert. 

Fig. 4 Test auf Reproduzierbarkeit 
Zehn unabhangige PCR-Ansatze mit der DNA-Prapa- 30 
ration "A" des Drosophila-Stammes Nummer 3 wurden 
links aufgetragen. zehn unabhangige PCR-Ansatze mit 
der DN A-Praparation "B" des Drosophiia-Stammes Nr. 
3 wurden rechts aufgetragen. Ganz rechts sind Marker- 
fragr.iente aus einer Sequenzierungsreaktion aufgetra- 35 
gen. Ai!e beobachteten Testbanden sind identisch. 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 

40 

Isolierung von Clonen, die simple DNA-Sequenzen 
enthalten. 

Drosophila- DN A wird mit der Restriktionsendonu- 
clease EcoRl vollstandig gespaiten und die resultieren- 45 
den Fragmente werden in den lambda-Vektor 641 clo- 
niert. Eine nahere Beschreibung der angewendeten Me- 
thoden findet sich in (11). Somit wird eine Genbank 
erhalten, von der etwa 20000 Phagen ausplattiert wer- 
. den. Die entsprechenden vereinzelten Plaques werden 50 
auf einen Nitrocellulose-Filter ubertragen und mif ei- 
nem Sondenmolekul hybridisiert, das das simple DNA- 
Sequenzmotiv CAG/CTG enlhalt. 

Die Filter werden bei 65° C hybridisien und gewa- 
schen. Die Hybridisierungslosung enthalt 5x SSPE, 5x 55 
Denhardt's Losung, 0,1% Natriumdodecylsulfat (SDS) 
und etwa t x 10 6 rnm/tnl raHioaktiv ( 32 P) markierie 
DNA als Sonderimo'lekul. Die Waschlosung enthalt 2x 
SSPE und 0,1% SDS (die Zusammensetzung von Den- 
na,dt'sUsun to undSSPEistin(ll)beschrieben). t>o 

Etwa 300 bis 400 der ausgebildeten Plaques zeigen em 
positives Signal; vgl. Fig. 1. Von diesen Plaques werden 
einige gereinigt, es wird DNA isoliert und sequenziert. 
In den erhaltenen DNA-Sequenzen lassen sich Bereiche 
identifizieren. die die simple DNA-Sequenz CAG/CTG b * 
enthalten; vgl.(7). 
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Beispiel 2 



Nachweis von Langenpolymorphismen 

Fur diesen Versuch wurde die in Fig. 2 wiedergegebe- 
ne und in (13) verdffentlichte DNA-Sequenz ausge- 
wahlt Es wurden zwei Oligonucleotide mit den folgen- 
den Sequenzen synthetisiert: 

Oligonucleotid 1 : 5'-TAAGCTTGGGAATCA-3' 
Oligonucleotid 2: 5'ATTG AACTTTGTATC-3'. 

Diese DNA-Sequenzen befinden sich unmittelbar am 
Beginn bzw. am Ende der in R3. 2 dargestellten Se- 
quenz. Zur Verwendung als Primer werden die syntheti- 
sierten Oligonucleotide an ihrem 5'-Ende mi*. 32 P mar- 
kiert Sodann wird eine PCR-Reaktion mit den markier- 
ten Primern durchgefiihrt. Insgesamt werden 20 Zyklen 
durchgefiihrt. wobei jeweils 90 Sekunden bei 9.VC de- 
naturiert wird, 90 Sekunden bei 45° C angelagert wird 
und 120 Sekunden bei 72*C synthetisiert wird. Als zu 
untersuchende DNA's werden die genomischen DNA's 
von 1 1 Wildtypstammen von Drosophila melanogaster 
aus verschiedenen Gebieten der ganzen Welt einge- 
setzt. Diese Drosophila-Wildtypstamme stammen ur- 
sprunglich von einzelnen fertilisierten Weibchen ab und 
wurden wahrend der letzten 10 Jahre gesammelt Nach 
der PCR-Reaktion werden die ampiifizierten Fragmen- 
te mil der Restriktionsendonuklease Haelll gespalien. 
Dabei sollten ublicherweise zwei Fragmente entstehen. 
die eine Lange von 202 Nucleotiden bzw. 177 Nucleoti- 
den aufweisen. Dieser Schritt ist fur Routineexperimen- 
te normalerweise nicht erforderlich. Er dient hier Icdig- 
lich der Verfeinerung der Analyse. Die entstehenden 
Fragmente werden auf einem Sprozentigen Sequenzie- 
rungsgel aufgetrennt, sodann wird das Gel getrocknet 
und ein Rontgenfilm wird mit dem getrockneten Gel 
belichtet. Die beiden erwarteten DNA-Fragmente zei- 
gen einen ausgepragten Polymorphismus in den ver- 
schiedenen Drosophila-Wildtypstammen. Das die sim- 
ple DNA-Sequenz enthaltende Fragment mit 202 Nu- 
cleotiden zeigt vier verschiedene GroBenklassen; vgl. 
Fig. 3. Diese GroBenklassen sind jeweils urn drei Nu- 
cleotide verschoben. Dies ist ausgehend von Rasterver- 
schiebungen innerhalb der Wiederholung der Trinu- 
cleotide zu erwarten. In drei Fallen tauchen gleichzeitig 
zwei verschiedene Banden auf; vgl. Fig. 3, Bahnen 5, 8 
und 9. Dies ist dadurch erklarbar. daB in diploiden Or- 
ganismen jeder Locus zweimal vorkommt und mit un- 
terschiedlichen Allelen besetzt sein kann {sogenannter 
balancierter Polymorphismus). Die Bande des Frag- 
ments mit 177 Nucleotiden zeigt drei verschiedene Gro- 
Benkiaisen, die 5 bzw. 8 Nucleotide auseinandei liegen; 
vgl. Fig. 3. Die urn 8 Nucleotide kurzere Bande ist ver- 
mutlich durch eine Deletion der in der DNA-Sequenz 
markierten Wiederholung von 8 Nucleotiden entstan- 
den. Die Herknnft Her langeren Bande ist unklar. Diese 
Deletionen bzw. lnsertionen entsprechen denen. die 
man im Bereich einer kryptisch simplen DNA-Sequenz 
erwarten kann. 

Die Mehrzahl der in diesem einfachen Experiment 
untersuchten Stamme ist bereits voneinander unter- 
scheidbar. Nicht unterscheidbar sind lediglich die Stam- 
jmc 2. 7 und 11 sowie 3 und 4. Fur einen tatsachlichen 
Test wurde man daher weitere Primer-Paare einsetzen. 
Beispielsweise konnten 20 bis 50 unabhangige DNA-Be- 
reiche untersucht werden, urn eine eindeutige Identift- 
zierung zu ermoglichen. Da die GroBenklassen der em- 
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zelnen Drosophila-Wildtypstamme in sich einheitlich 
sind, ist davon auszugthen. daB die beobachteten Poly- 
morphismen nicht mit so hoher Haufigkeit auftauchen, 
daB Verwandtschaftsbeziehungen nicht mehr feststell- 
bar w3ren. Die Drosophila-Wildtypstamme stammen ja 5 
alle von jeweils einem einzelnen Ausgangspaar ab und 
fur den Test wurde die DNA von mehreren 100 Indivi- 
duen vereinigt Wenn ir.nerhalc -iieser "Familien" eine 
Anderung des Musters aufgetreten ware. muBte man 
mehr als maximal zwei Banden erwarten. Dies ist aber 10 
hier nicht der Fail. Daraus folgt. daB die beobachteten 
Langenklassen zumindest fiir einige Dutzend Genera- 
tionen stabil sind. 

Beispiel3 is 

Test auf ReDroduzierbarkeit 

Die beobachteten Ungenvariationen konnten auch 
durch wahrend des Versuchs auftretende Polymerase- 20 
fehler verursacht werden. Urn diese Mdglichkeit auszu- 
schlieBen und urn gleichzeitig die allgemeine Reprodu- 
zierbarkeit nachzuweisen, wird der in Beispiel 2 durch- 
gefiihrte Versuch mit zwei verschiedenen DNA-Prapa- 
rationen des Drosophila-Stammes Nr. 3 in jeweils 10 25 
unabhangigen Ansatzen wiederholL Aus Fig. 4 ist er- 
sichtlich. daB alle Ansatze zu den gteichen Banden fiih- 
ren. Ahnliche Versuche wurden auch far andcrc Loci 
durchgefuhrt Jedoch wurde in keinem Fall eine Veran- 
derung der Bandenlange beobachtet Dies zeigt, daB das 30 
Verfahren zuverlassig reproduzierbar isL 
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Patcntanspriiche 

1. Verfahren zur Analyse von Langcnpolymorphis- 
men in DNA-Bereichen, dadurch gekennzeichnet, 
dail t.iin folgend - Schritte durchfuhrt: mi 
(a) Anlagerung von mindestens einem Primcr- 
Paar an die zu analysierende DNA. wobei je- 
weils eines der Molekiile des Primer-Paares im 
wesentlichen komplementar ist zu einem der 
komplementaren Strange der 5'- bzw. 3'-Flan- b 5 
ke einer simplen oder kryptisch simplen DN A- 
Sequenz, und die Anlagerung in solcher Orien- 
tierung erfolgt. daQ die bei einer Primer-ge- 
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steuerten Polymerisationsreaktion mit jeweils 
einem der beiden Primer gewonnenen Synthe- 
seprodukte nach einer Denaturierung als Ma- 
trize zur Anlagerung des jeweils anderen Pri- 
mers dienen konnen: 

(b) Primer-gesteuerte Polymerasekettenreak- 
tion; und 

(c) Auftrennung und Analyse der Polymerase- 
kettenreaktionsprodukte, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Molekii- 
le des Primer-Paares in einem Abstand von 50 bis 
500 Nucleotiden voneinander an die zu untersu- 
chende DNA 3ngelagert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem min- 
destens 2 Primer-Paare eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem 2 bis 
50 Primer-Paare eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, bei 
dem die Primer eine Ldnge von 15 bis 25 Nucleoti- 
den aufweisen. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche I bis 5, bei 
dem die Lage der Primer-Paare so ausgewahlt 
wird, daB die spezifischen Polymerasekettenreak- 
tionsprodukte der Primer-Paare auf einem geeig- 
neten Gel in einzelne Banden auftrennbar sind 

7. Verfahren nach einem der Anspruche I bis 6, bei 
dem der Nachweis der spezifischen Polymeraseket- 
icnreaktionsprodukte durch radioaktive Markie- 
rung oder durch nicht-radioaktive Markierung, wie 
Fluoreszenzfarbstoffe, erfolgt 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7. bei 
dem die zu untersuchenden simplen oder kryptisch 
simplen DNA-Sequenzen in der Nahe oder inner- 
halb eines genetisch definierten Locus sitzen, so 
daB der gefundene Polymorphismus als Marker fur 
diesen Locus dienen kann. 

9. Besteck (Kit) zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach einem der Anspruche 1 bis 8, enthaltend : 

(a) ein oder mehrere GefaBe mit einer aquimo- 
laren Mischung von 1 bisSOOligonucleotidpri- 
mer-Paaren, die simple oder kryptisch simple 
DNA-Sequenzen flankieren, wobei die Primer 
gegebenenfalls radioaktiv oder fluoreszenz- 
markiertsind; 

(b) ein GefaB mit einem Enzym zur Polymeri- 
sation; 

(c) ein GefaB mit den vier Desoxynucleosidtri- 
phosphaten;'jnd 

(d) ein GefaB mit einer geetgneten Puffer- 
stammlosung; und gegebenenfalls 

(e) ein GefaB mit einer Kontroll-DNA, die zum 
Testen der Komponenten des Bestecks (Kit) 
geeignet sind. 

Hierzu 4 Seitc(n) Zeichnungen 
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WGCTTGGGMTCA TCTCG 

AATOCTOGAA GAATASTOCA ATAATQCAAA CGATATCACC C CAGCAACAG CAQCAGCQQC 



202 nt I 177 nt 

AACAQCAGCV\GCMCrPCX3G 

Hae 111 

mGTGGATCTCXX3GGTAAGTGGrC^CTCATGA^ 

AACT AATCAT TCTACCATCC CAACTTGCAG ACTCATTTCA CTCGGGTCM ATG^ATCCQC 
CCT CGATACA AAGTTCAAT 
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